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1.  INTRODUCCIÓN
El hombre ha tardado milenios en conseguir la tecnología adecuada para la
aplicación de biocidas y su utilización en la producción, desarrollo tecnológico
sostenible y conservación de los alimentos, sin dañar la salud humana y sin per-
judicar a la naturaleza. Desde un punto de vista técnico, la solución a los pro-
blemas de la humanidad son la investigación, la tecnología y la producción. Es
conocido que mil millones de personas pasan hambre y que muere un millón de
adolescentes al año, y es responsabilidad de todos resolver este problema. Hoy
se sabe que Salmonella, importante microorganismo causante de toxiinfeccio-
nes alimentarias (TIA), sigue siendo todavía junto con Campylobacter, la cau-
sa más frecuente de las mismas. Para alcanzar una adecuada calidad de vida y
el bienestar de la humanidad, es indispensable la investigación básica y aplica-
da y cuanto permita el avance de la ciencia agraria, incluida la conservación de
alimentos microbiológicamente seguros. De aquí que, la gran variedad de bio-
cidas disponibles hayan adquirido un significado trascendental en nuestra socie-
dad, no solo en la industria sino también en agricultura, en el hogar, en hospi-
tales y en salud pública. Por otro lado, los biocidas son también tóxicos para el
hombre, se trata de compuestos de una potente actividad biológica, de lo con-
trario no serían útiles contra los microorganismos, y deben ser controlados, y
sus residuos neutralizados y eliminados antes de que los alimentos alcancen las
grandes superficies y pequeños comercios. Al mismo tiempo que se requiere el
lavado, neutralización y eliminación de biocidas, también se incluyen los deter-
gentes y los desinfectantes químicos, mediante las prácticas higiénicas de lim-
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pieza y desinfección de fabricación junto con la higiene en los hogares particu-
lares y públicos, prerrequisito imprescindible para tener una población sana.
Además de aplicar biocidas, la industria alimentaria trata de establecer sis-
temas de control de la calidad del producto impidiendo así las toxiinfecciones
alimentarias (TIA), y al mismo tiempo mejorar la calidad de los nuevos bioci-
das impidiendo que tanto los residuos de biocidas como las bacterias patógenas
y sus toxinas lleguen al consumidor. Con la ayuda de la tecnología disponible
y aplicando la metodología conocida como métodos de buenas prácticas de la-
boratorio (GLP), se puede conseguir el aseguramiento de la calidad, algunos de
cuyos ensayos expondremos más adelante. Uno de los programas para eliminar
peligros y reducir TIA, es el Análisis de Peligros y Puntos de Control Críticos
(Hazard Analysis Critical Control Point, HACCP). Para el control de calidad se
ha propuesto lo que se conoce como Gestión de la Calidad Total (Total Quality
Management, TQM). Algunos han propuesto fundir el HACCP con los progra-
mas de Aseguramiento de la Calidad (Serie ISO 9000) (1, 2).
Los alimentos son un medio favorable para el crecimiento de los microor-
ganismos que provocan su deterioro (véase el Capítulo 2 de esta monografía).
Precisamente para proteger y evitar su deterioro se aplican biocidas que son
compuestos antioxidantes o atacan de forma específica mediante interacciones
químicas, moléculas esenciales para el metabolismo bacteriano y de otros seres
vivos. Numerosos compuestos antioxidantes se encuentran de forma natural en
los alimentos y se han incluido en los grupos de compuestos plaguicidas: her-
bicidas, insecticidas, fungicidas, etc., para impedir el deterioro y la sobremadu-
ración de los alimentos. Por ello estos productos químicos antibacterianos, bio-
cidas y conservantes en la industria alimentaria son indispensables para la
conservación de los alimentos. Por otra parte, hay que evitar a toda costa que
sus residuos contaminen los alimentos al llegar a los puntos de distribución y
consumo.
Los biocidas evitan el crecimiento de microorganismos y el efecto de sus
toxinas en toda una diversidad de soportes, como tuberías, recipientes, apa-
ratos de agitación, mezcla y elaboración y finalmente con ellos se desinfec-
tan los envases que contienen alimentos. Sin embargo, hay que tener bien
presente que algunos microorganismos pueden contaminar el equipo de pro-
cesado de alimentos, al de envasado y transporte y pueden llegar hasta los
consumidores. Como ejemplo citemos a Cladosporium resinae, microorga-
nismo que prolifera en los restos de agua de los tanques de acero de la aero-
náutica y en otros materiales metálicos e induce a un efecto corrosivo de sus
paredes. También en los lubricantes navales mezclados con restos de agua y
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mantenidos a elevada temperatura se favorece el crecimiento bacteriano con-
taminante en sus circuitos (3, 4).
El mecanismo de acción de los biocidas se fundamenta en que actúan so-
bre las moléculas de la membrana de la célula viva, especialmente sobre las pro-
teínas, carbohidratos, lípidos (fosfolípidos), ácidos nucleicos y sobre otras pe-
queñas moléculas, como algunas vitaminas, hormonas y ciertos elementos
minerales esenciales presentes en las células. La aplicación de biocidas evita co-
rrosiones y otros accidentes que serían la causa de costes ruinosos. El control
del crecimiento bacteriano mediante biocidas está aceptado en hospitales, en el
hogar y se aplican en Salud Pública, en sanitarios, piscinas, horticultura y apli-
caciones higiénicas. Su aplicación es vital para prevenir pérdidas en procesos
alimentarios industriales. Un biocida tiene efectos sobre los alimentos en sí, en
los aparatos, calderas, tuberías y recipientes y otro equipo de los procesos de
preparación y envasado; debe prestárseles atención y evitar que sus residuos
puedan llegar a la especie humana. Por ello es de interés que revisemos suma-
riamente la naturaleza, tipos de biocidas, efectos, potencia biológica y evalua-
ción del riesgo para la salud humana y del ecosistema.
2.  DEFINICIÓN
Se denominan biocidas las sustancias químicas naturales o sintéticas, y mé-
todos de naturaleza física o biológica, destinados a la conservación integral de
los alimentos con todas sus características de cantidad, calidad y pureza. Es in-
dispensable el consiguiente control cuali- y cuanti-tativo, tanto del biocida y de
sus residuos en los alimentos, como del tipo de microorganismo para el que se
aplique. Son de presentación única y si es heterogénea debe tener acción sinér-
gica para eliminar todo tipo de contaminación. Su actividad biocida persigue
destruir, contrarrestar, neutralizar e impedir la acción microbiana o ejercer el
control de cualquier especie de organismo nocivo para el fin deseado, por me-
dios físicos, químicos o biológicos.
En la industria alimentaria se aplican además de biocidas, compuestos de
limpieza y desinfección, algunos de los cuales tienen capacidad bactericida. Las
industrias alimentarias deben aplicar estándares higiénicos que se correspondan
con el funcionamiento de la empresa, su estructura, construcción y aparataje;
pero también con el equipo de personal, su función, formación, especialización
y tareas. El objetivo primordial de una empresa alimentaria es producir alimen-
tos en condiciones de limpieza; ésta se ha definido como la eliminación de todo
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tipo de suciedad; la suciedad es todo residuo indeseable de alimentos o sus res-
tos, de naturaleza orgánica o inorgánica. Para realizar una buena limpieza y man-
tener la calidad del producto deben tenerse en cuenta los siguientes aspectos: 1)
la naturaleza de la suciedad; 2) naturaleza de la superficie a limpiar; 3) tipo de
agente de limpieza, aparato o medio a utilizar; 4) grado de dureza del agua; 5)
grado de limpieza requerido. La limpieza puede ir seguida de una desinfección
o esterilización de superficies, tuberías, y otros objetos y del arrastre con agua
abundante de los productos utilizados (biocidas, detergentes y desinfectantes
químicos). Definido ya el biocida, añadamos que detergente es todo compues-
to o producto que ayuda a la limpieza. Desinfectante, es toda sustancia quími-
ca o compuesto que destruye microorganismos (no necesariamente las esporas
bacterianas). Como queda dicho la suciedad en una industria alimentaria, debe
eliminarse de superficies, equipos, aparatos, tuberías, vestimenta, como monos,
guantes y por último los operarios se lavarán las manos.
La presencia de biocidas o de sus residuos en los alimentos representa un
“peligro” que convierte el alimento en no apto para el consumo humano. El tér-
mino de peligro no se refiere únicamente al residuo de un biocida sino a cual-
quier propiedad química, biológica o física, debida a la producción de agentes
microbiológicos (bacterias, virus, parásitos, protozoos, micotoxinas); agentes
químicos (biocidas, productos químicos de limpieza, plaguicidas, alergenos, me-
tales tóxicos, nitritos, nitratos, compuestos N-nitrosos, bifenilos policlorados, re-
siduos de medicamentos, aditivos químicos, migración de plastificantes); y físi-
cos (vidrio, metales, piedras o chinas, madera, plásticos, restos de plagas,
insectos) (5). Algunos detergentes y desinfectantes químicos tienen propiedades
bactericidas, y cuando se emplean deben someterse a las mismas acciones de
lavado, neutralización y eliminación que los biocidas (6).
La presentación de estos compuestos está regulada por la Directiva 98/8/CE,
del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de febrero, relativa a la comer-
cialización de biocidas, la cual armoniza en el ámbito europeo la legislación
 sobre estos productos. Se establecen principios comunes de evaluación y auto-
rización de biocidas evitando de esta forma barreras económicas y administra-
tivas. Esta Directiva, ha sido transpuesta a nuestro ordenamiento jurídico me-
diante el Real Decreto 1054/2002, de 11 de octubre, por el que se regula el
proceso de evaluación para el registro, autorización y comercialización de bio-
cidas. Con este Real Decreto, se controlan 23 tipos de productos. Entre ellos se
incluyen también los desinfectantes utilizados en los ámbitos de la vida priva-
da y de la salud pública, los insecticidas, acaricidas, rodenticidas, repelentes,
conservantes, etc.
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Hasta ahora, en base a la legislación existente en España en esta materia
(Real Decreto 3349/1983 y posteriores modificaciones, Real Decreto 162/1991
y Real Decreto 443/1994), solo se registraban algunos tipos de productos bio-
cidas. No obstante, esta legislación seguirá siendo de aplicación durante el pe-
riodo transitorio de 10 años que establece la ya comentada Directiva 98/8/CE
(Real Decreto 1054/2002). Durante este periodo se ha establecido un procedi-
miento de revisión de las sustancias activas biocidas comercializadas con ante-
rioridad a mayo de 2000. Esta revisión se llevará a cabo de acuerdo con los
 Reglamentos de la Comisión Europea (Reglamento (CE) Nº 1896/2000, Regla-
mento (CE) Nº 2032/2003, Reglamento 1048/2005 y Reglamento (CE)
1849/2006).
En la base de datos del Ministerio de Sanidad y Consumo se puede consul-
tar el listado de biocidas; y la Información a cumplimentar por los fabricantes
o personas responsables. Cada día que pasa, los biocidas tienen mayor signifi-
cación y aplicación en diversos e importantes ámbitos, como son la industria
alimentaria, hospitales, en el hogar, en agricultura y en la industria en general.
3.  POTENCIA BIOLÓGICA
La potencia biológica o efectividad de un biocida es esencial para su utili-
zación en la industria alimentaria. El criterio para considerar como ideal a un
biocida reúne varias características que se concretan en 4 categorías (7):
1. Rendimiento: Con gran efectividad sobre microorganismos diana y con
una alta LC50 para organismos no diana. Se debe mantener el sistema
limpio de depósitos (biofilm). Debe ser posible limpiar y eliminar obs-
trucciones, atascos y residuos. No debería ser neutralizado por materia-
les a su paso en sistemas refrigerantes, como: compuestos hidrocarbona-
dos, madera, plásticos, y otros compuestos con otros tratamientos.
Finalmente ser efectivos sobre un amplio rango de microorganismos (Fi-
gura 1) y condiciones de tratamientos.
2. Medio ambiente: Las reacciones adversas de productos secundarios de-
ben ser reducidas; y sus metabolitos deben ser mínimos y a ser posible
ecológicos, no dañinos para el medio ambiente, ni persistentes en el me-
dio natural.
3. Seguridad: De manejo seguro y fácil.
4. Economía: Debe ser económicamente asequible.
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Se debe conocer la peligrosidad de una sustancia en relación a la salud
humana y del ecosistema, pues todos los biocidas, por el simple hecho de ser
aplicados deben tener una potencia biológica manifiesta, que permita su uso
por su efectividad biológica, y por ello requieren una reglamentación para su
control.
La potencia biológica de ciertas moléculas biocidas o productos químicos
de diversa índole no solo afectan al ser humano a través de sus residuos en ali-
mentos, sino también al medio ambiente (8); con riesgos de contaminación am-
biental en sus diferentes facetas y ámbitos (9).
Biocidas activos de diversas estructuras, liberados por distintos motivos en
la Naturaleza, con la consiguiente aparición no solo en los alimentos, en el agua
potable y niveles freáticos, pueden alcanzar ciertas concentraciones que pueden
tener efecto “alterador endocrino”. Los alteradores o desreguladores endocrinos
son compuestos que pueden tener efectos activadores o inhibidores endocrinos
a través de receptores o enzimas, a una dosis diez o cien veces más baja que la
de sus efectos tóxicos, por ello se consideran muy significativos y relevantes
para el análisis del riesgo.
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FIGURA 1. Comparación de la dosis necesaria para conseguir la reducción bacteriana del 5-
log en 60 segundos de tiempo de contacto.
4.  PATOLOGÍA Y MEDIO AMBIENTE
La continuidad de las especies en nuestro planeta, necesita que el medio de
vida o ambiente actual y para las generaciones futuras, sea sostenible, y para ello
debe ser controlado y mantenido correctamente. Se han desarrollado las evalua-
ciones del riesgo de muchas sustancias, tanto biocidas como medicamentos y pro-
ductos químicos de amplio uso. Algunos biocidas y otras sustancias activas o no
activas son ecológicas, es decir se destruyen y desaparecen en un tiempo más o
menos corto. Otras pueden tener diversas cualidades que las hacen peligrosas para
el ser humano, la fauna y la flora. La cualidades más sobresalientes son: persis-
tencia, efectos biológicos potentes, y la cantidad de liberación en el medio am-
biente. El desarrollo de las guías de evaluación del riesgo de las sustancias quí-
micas procede de las directrices iniciadas en EE.UU., por su Academia Nacional
de Ciencias (10). En España tenemos el Real Decreto 1054/2002, de 11 de octu-
bre, por el que se regula el proceso de evaluación para el registro, autorización y
comercialización de biocidas (BOE número 247/2002, de 15 de octubre de 2002).
La presencia de productos químicos en el medio natural tiene efecto sobre
los seres vivos. Los agentes tóxicos deben ser metabolizados por la célula viva
a su entrada en los hepatocitos del hígado. Los seres vivos se defienden de los
productos químicos mediante la oxidación, metilación, acetilación, glucuronida-
ción, sulfatación, etc., con el fin de solubilizarlos, disolverlos y excretarlos a
través de la orina y otras vías. Debe tenerse en cuenta la actividad reductora del
organismo a través de las actividades enzimáticas superóxido-dismutasa (SOD),
glutatión-peroxidasa, glutatión-reductasa, catalasa, metalotioneína, cisteína y
otros numerosos compuestos reductores (11).
La cadena de transporte de electrones tiene un gran significado, y su buen
funcionamiento bioquímico es esencial porque viabiliza los electrones de los
compuestos que son metabolizados por el organismo, sean alimentarios o tóxi-
cos, transformándolos en anhídrido carbónico y agua. Cuando existe una ava-
lancha de electrones por hábitos alimentarios desfavorables, por dieta excesiva
o desequilibrada, la cadena de transporte de electrones y el potencial reductor
del organismo se halla desbordado con la consiguiente formación de radicales
libres. Los radicales libres son moléculas muy reactivas, con carga en desequi-
librio y que reaccionan activamente en cualquier tejido provocando efectos des-
favorables, como daño tisular y roturas moleculares. Primero provocan un daño
silente que al cabo de meses o años se manifiesta mediante signos y síntomas
que expresa el organismo que lo padece. Entre las enfermedades que se adscri-
ben a su posible etiología se relacionan algunas en la Tabla 1.
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5.  ENFERMEDADES RELACIONADAS CON LOS BIOCIDAS 
Y AGENTES TÓXICOS
En los ambientes oncológicos y medioambientales se acepta que el 80% de
los procesos cancerosos y tumorales obedecen a una etiología ambiental (12).
Los agentes tóxicos pueden hacer emerger enfermedades en individuos con pre-
disposición hereditaria, o con hipersensibilidad alérgica, o por inhibición espe-
cífica de la expresión de ciertos genes, provocándolas durante el periodo em-
brionario (talidomida y otros agentes tóxicos), o agravándolas durante su curso,
como en las enfermedades degenerativas, como Parkinson, Alzheimer, enferme-
dades reumáticas y otras (Tabla 1).
La avalancha de compuestos contaminantes bióticos y abióticos liberados
en el medio ambiente, induce al crecimiento de pláncton, ciertas algas y bacte-
rias, principalmente en lugares tropicales y aguas remansadas marinas. Uno de
los ejemplos conocidos por todos son las mareas rojas, el alga Caulerpa taxifo-
lia, provocan el descenso de la concentración de oxígeno, fenómeno conocido
como eutrofización, con la consiguiente mortalidad de otras numerosas espe-
cies. Al aplicar los ensayos homologados con la especie de alga Scenedesmus
capricornutum, ensayo de garantía de calidad, a muestras de elevado contenido
orgánico, se observa que esta especie crece activamente en vez de inhibirse. Al-
gunas especies de algas contienen sustancias muy tóxicas de una potencia bio-
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TABLA 1. Enfermedades que pueden inducir y agravar algunos biocidas y otros agentes tóxi-
Cáncer
Enfermedades degenerativas:
Enfermedad de Alzheimer
Parkinson
Enfermedades reumáticas
Diabetes
Osteoporosis
Alergias
Inmunodeficiencias
Enfermedades cardiorespiratorias
Arterioesclerosis
lógica extraordinaria, como ciguatoxina, saxitoxina, brevetoxina, verdaderos pe-
ligros medio ambientales en países tropicales, para algunos peces y para el hom-
bre (13, 14).
6.  EVALUACIÓN DEL RIESGO. TOXICOLOGÍA Y METABOLISMO
Todo biocida, como cualquier otro compuesto activo utilizado, con fines anti-
bacterianos, medicamentosos, etc., debe reunir varias condiciones de especificidad,
efecto antibacteriano con fundamento químico o genético o basarse en la  evidencia.
Hay que evitar que el avance técnico e industrial sea desfavorable no solo para
la Salud Pública sino también para la Ecología. Por ello los biocidas deben someter -
se a reglas que en Europa se reflejan en Directivas para el control y la salvaguar-
da de la salud humana y del medio ambiente. Sin embargo, la liberación masiva
de sustancias químicas o medicamentosas al medio natural, pueden revertir inci-
diendo desfavorablemente en la especie humana, en la fauna y en la flora eviden-
cia clara del riesgo de contaminación ambiental por productos químicos (9). Su im-
pacto en el medio ambiente, es decir en la estructura y función de los ecosistemas,
es muy complejo pero interesante para ser tratado independientemente (13, 14).
Debe conocerse la dosis exacta para diversas aplicaciones, frecuencia de
aplicación, duración y sus efectos secundarios, peligrosidad, curva de dosis res-
puesta en las especies necesarias para su aplicación y también el binomio ries-
go-beneficio. Otros factores que deben conocerse son:
• Naturaleza, cantidad, ruta metabólica.
• Toxicocinética: absorción, distribución, acumulación, excreción y meta-
bolismo.
• Toxicidad aguda: oral, percutánea y por inhalación.
• Irritación: piel, ojos.
• Sensibilidad: piel.
• Toxicidad a corto plazo: oral 28 y 90 días.
En relación al medio ambiente debe conocerse la potencia biológica del bio-
cida, su persistencia y la cantidad o dosis a utilizar (o utilizada) y liberada con
vistas a su neutralización, tratamiento o eliminación.
• Aves: Toxicidad oral aguda y corto plazo (OCDE 206).
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• Organismos acuáticos: Toxicidad aguda en peces, toxicidad crónica en pe-
ces. Toxicidad para embriones (OCDE210). Bioconcentración en peces
(OCDE 305E). Toxicidad aguda y crónica en invertebrados (OCDE 202, par-
te II). Ensayo en algas; en organismos del sedimento; en plantas acuáticas.
• Artrópodos: Toxicidad para abejas (guía EPPO 170)/2 especies sensibles.
En ácaro predador-parasitario.
• Lombrices de tierra: Toxicidad aguda; efectos subletales.
• Organismos del suelo no específicos.
• Otros organismos no específicos (fauna y flora).
7.  ENSAYOS TOXICOLÓGICOS Y ECOTOXICOLÓGICOS PARA
BIOCIDAS
Para establecer los efectos tóxicos de biocidas, como sustancias simples o
complejas, para los seres vivos y el medio ambiente, se utilizan frecuentemen-
te una serie de ensayos con garantía de calidad, homologados e internacional-
mente reconocidos, solo nos referiremos a unos pocos (13, 14). Se trata de pro-
tocolos legalmente establecidos para la aceptación universal de resultados y sus
conclusiones. Para el control del riesgo ambiental debe estimarse el posible im-
pacto sobre la estructura y función de los ecosistemas para cada agente tóxico
individual (15), también la evidencia del riesgo de contaminación ambiental
por productos químicos (9). Los resultados pueden expresarse en forma cuali-
tativa y cuantitativa con la valoración del nivel de incertidumbre de la deter-
minación o estimación (16).
7.1.  Determinación del efecto tóxico de las sustancias
CE50 y DL50 con diversos ensayos.
7.2.  Bioensayos
Algas: Scenedesmus subspicatus.
Daphnias: Daphnia magna.
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Peces: Brachydanio rerio, Oryzias latipes.
Lombrices de tierra (Eisenia foetida).
Insectos: Musca vetustisima. Parasacophaga argyrostoma. Aphodius constans.
7.3.  Ensayos toxicológicos
Ensayo límite en el ratón (Up and Down).
Ensayo límite en la rata.
Ensayos según normativa ISO/EN 17.025.
7.4.  Ensayos ecotoxicológicos
Ensayos para evaluar la toxicidad en el medio ambiente y ecosistema. Para
su notificación y aceptación oficial, gubernamental o en la Unión Europea.
7.5.  Ensayos de toxicidad en algas unicelulares de agua dulce
Evaluación del impacto ambiental o ecotóxico de una molécula biocida.
Efecto en el medio ambiente acuático en aguas superficiales y subterráneas.
Evaluación de la toxicidad de residuos de biocidas: abonos, estiércol, ex-
crementos y purines. Otros: Industriales, urbanos y especiales.
Valoración de la toxicidad de sedimentos y lodos.
Desarrollo de criterios de calidad del agua. Protección de las aguas conti-
nentales.
Evaluación del riesgo para el ambiente y la salud humana.
7.6.  Ensayos de toxicidad en lombriz de tierra
El ensayo de toxicidad se realiza sobre un indicador biológico del medio
ambiente terrestre, Eisenia foetida, determinando los efectos de toxicidad agu-
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da (mortalidad) originados por muestras contaminadas o productos químicos de
diversa índole. Se evalúa la toxicidad de los productos en el suelo a través de
dos tipos de ensayos:
a) Ensayo de toxicidad por contacto sobre papel de filtro: (Método OCDE
1984. Prueba nº207). La prueba consiste en exponer las lombrices de tie-
rra en un papel de filtro húmedo a la disolución de la muestra, a dife-
rentes concentraciones con el fin de determinar a las 48 horas la CL50.
b) Ensayo de toxicidad en suelo artificial: (RD: 363/1995 Anexo 5 parte
C12 “Toxicidad para Gusanos de tierra, Ensayo de Suelo Artificial”).
El ensayo en suelo artificial permite investigar a corto plazo los efectos cau-
sados por las muestras a estudiar por absorción oral o cutánea de las mismas al
exponer las lombrices de tierra, Eisenia foetida, a un suelo de composición de-
finida. Se evalúa la mortalidad al 7º y 14º día después de la aplicación del com-
puesto, sustancia o mezcla y se determina la CL50.
7.7.  Ensayos de toxicidad aguda en Daphnia magna.
La Daphnia magna (Figura 2) es un crustáceo de agua dulce utilizado como
bioindicador sensible y rápido de la contaminación del medio ambiente acuáti-
co, con el que se determina la toxicidad originada por productos de diversa na-
turaleza, como biocidas. Para ello se valora la movilidad, reproducción y mor-
talidad que se origina en estos crustáceos indicadores tras su exposición,
continuada o no, a la muestra del biocida a evaluar durante diferentes tiempos
según el objetivo o método. Frecuentemente se exponen durante 24 horas y 48
horas, y se establece la CL50.
7.8.  Ensayos de toxicidad aguda en peces
Determinación de la concentración letal 50% (CL50) en condiciones defini-
das (procedimiento estático) de las concentraciones a las cuales un compuesto
o sustancia es letal para el 50% de la población de ensayo en Brachydanio re-
rio (Figura 3), en periodo de exposición de 96 horas.
Calidad del agua: Determinación de la toxicidad letal aguda frente a un pez
de agua dulce (Brachydanio rerio, Teleostei). Ensayo ISO 7346-1: 1996.
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“Calidad del agua: Determinación de la inhibición de la movilidad de Daph-
nia magna, Strauss (Cladocera, Crustacea). Ensayo de toxicidad aguda”. ISO
6341:1996/Cor.1:1998.
7.9.  Ensayos físico-químicos
Son numerosos y diversos los ensayos físico-químicos aplicables a la di-
versidad de muestras, desde los biocidas puros a los de composición hetero-
génea. Para que la metodología aplicada conduzca a unos resultados claros y
seguros que sean de aceptación internacional deben ser homologados y con
garantía de calidad. Es decir, los métodos de ensayo acreditados por la “En-
tidad Nacional de Acreditación” de métodos de ensayo (ENAC), que en Es-
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FIGURA 2. Daphnia magna (Strauss).
FIGURA 3. Pez: Brachydanio rerio, pez de agua dulce.
paña es la paralela a la universitaria ANECA. Los métodos disponibles fre-
cuentemente aplicados en el laboratorio de ecotoxicología son la electrofore-
sis capilar, cromatografía líquida de alta resolución hasta la fecha, acoplada a
espectrometría de masas en sus diferentes versiones y la espectrofotomería de
absorción atómica también aplicando diversos accesorios específicos para los
iones a cuantificar. Los biocidas pueden contaminar numerosas muestras que
pueden contaminar campos agrícolas, sus cosechas, frutos y productos, los ali-
mentos resultantes frescos, procesados o tratados: a) Aguas superficiales, sub-
terráneas, residuales y lixiviados (pH, Biodegradación por respirometría,
DQO). b) Aguas superficiales, subterráneas, residuales (conductividad, Sóli-
dos sedimentables, Sólidos en suspensión, DBO5). c) Aguas superficiales, sub-
terráneas, residuales, lixiviados y sustancias químicas solubles en las condi-
ciones del ensayo (Ensayos de Toxicidad en Daphnia magna, Scenedesmus
subspicatus y peces).
Los objetivos de una evaluación del impacto ambiental, consisten en la pro-
tección de la mayoría de las especies y mantener sus funciones fisiológicas y
bioquímicas. Como se quiere explicar con los “alteradores endocrinos”, ciertos
niveles de sustancias tóxicas en agua de bebida y en los alimentos, impedirían
esas funciones y afectarían a la continuidad de las especies. Los biocidas y otros
compuestos pueden actuar sobre el sistema endocrino, inmune o nervioso de una
forma específica, a través de receptores, o inhibición y activación enzimática a
concentraciones mucho más bajas que las tóxicas. Este efecto específico es con-
siderado como magnificación de los efectos. La mitigación de los efectos acae-
ce cuando un agente tóxico, a través de un determinado mecanismo fisiológico
o bioquímico, carece de la esperada toxicidad, como acaece en el caso de la in-
ducción de la metalotioneína. Esta molécula es inducida por la presencia de cad-
mio y otros agentes tóxicos, los asocia a su molécula, y les hace menos tóxicos
de lo que correspondería en la célula. Esta mitigación ocurre en los animales
jóvenes que sintetizan más proteínas y con mayor rapidez que los ancianos (11).
La evaluación de riesgos para la salud humana y para los ecosistemas, aunque
parten de principios similares, precisan modelos conceptuales propios, estable-
cidos por los autores y que son idóneos para recoger de forma adecuada el ni-
vel de complejidad requerido (17).
8.  CLASIFICACIÓN
Los biocidas más utilizados se clasifican por su naturaleza, en físicos, quí-
micos y biológicos. Algunos otros agentes que se aplican para eliminar la su-
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ciedad y como agentes de limpieza, para eliminar residuos de alimentos en su-
perficies, aparatos, conducciones y utensilios, tienen también algunos de ellos
propiedades bactericidas, entre los que cabe considerar ciertos detergentes y des-
infectantes químicos.
8.1.  Procedimientos físicos
La refrigeración evita la germinación de las esporas bacterianas de las
especies mesófilas de Bacillus y Clostridium. El procesado térmico elimina
el oxígeno del alimento lo que crea un ambiente anaerobio que impide su cre-
cimiento. La velocidad de enfriamiento es efectiva frente a Clostridium per-
fringens cuya temperatura máxima de crecimiento es de 53,1 ºC a 41 ºC; al
crecer dobla su número cada 7,2 minutos, siendo su temperatura mínima de
crecimiento la de 20 ºC, y por debajo crece muy lentamente. La refrigeración
es esencial para conservar los alimentos, antes y durante su distribución y
consumo e incluso en el hogar a temperatura inferior a 5 ºC. La mayoría de
especies de Clostridium no crecen por debajo de los 10 ºC ni tampoco
 germinan sus esporas. Sin embargo, S. aureus se multiplica a 6,1 ºC y pro-
duce toxinas a partir de 10 ºC de temperatura o superior. Sus toxinas son ter-
moestables hasta la temperatura de 72 ºC. Cl. botulinum tipo E muere a los
82,2 ºC.
Los alimentos deben conservarse a menos de 3,3 ºC para garantizar su se-
guridad, evitar la germinación esporular y subsiguiente liberación de toxinas de
C. botulinum del tipo E. Sus tipos A y B solo se multiplican y producen toxi-
nas a temperaturas superiores a 10 ºC. Sin embargo, Listeria monocytogenes y
Yersinia enterocolitica crecen a una temperatura mínima de 1 ºC por lo que los
alimentos que no vayan a ser recalentados deben mantenerse muy poco tiempo
en refrigeración y bajo un estricto control de temperatura (18). Con la congela-
ción a temperaturas entre -18 y -24 ºC y en el caso del pescado crudo hasta cer-
ca de -30 ºC, cesa toda actividad microbiana, si bien las moléculas enzimáticas
conservan parcialmente su actividad.
Las radiaciones ionizantes y radiaciones U.V. han sido utilizadas am-
pliamente en la industria. Se trata de aplicar técnicas físicas, fuentes de ra-
diación de alta energía (radiación UV) que son letales para los microorga-
nismos, al oxidar su membrana o pared lipídica, desnaturalizar sus proteínas
y generar radicales libres que provocan su muerte y destrucción inmediata
(19, 20).
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8.2.  Compuestos químicos
Son sustancias orgánicas o inorgánicas bien conocidas, entre ellas: proteí-
nas, como enzimas y lisozima. Otros como: peróxido de hidrógeno (H2O2), dió-
xido de cloro (ClO2), e hipoclorito que se usan para desinfectar objetos en ase-
os (20-23); las isotiazolinas, cloraminas, bromuros de alquilo, cloruros de alquilo
o arilo, fenoles, alcoholes, yodo, metales pesados, diversas sales de amonio cua-
ternario y anilidas son compuestos con efectos oxidantes, desnaturalizantes, des-
acoplantes, alquilantes y deshidratantes. En muchos de ellos se desconoce su
mecanismo de acción celular y molecular (24).
Los primeros biocidas utilizados fueron compuestos fenólicos cuya activi-
dad y eficacia fue contrastada con el fenol mismo como substancia de referen-
cia y el método aplicado fue el “test de Rideal-Walker” todavía utilizado, aun-
que solo para compuestos fenólicos con las debidas correcciones según los
ambientes de aplicación del biocida en cuestión. Las biguanidas se introdujeron
hacia 1940 como agentes antimalaria y antivirales. El compuesto proguanil es
inactivo pero su metabolito, dihidrotiazina, actúa sobre el agente responsable de
la malaria Plasmodium vivax por ser antagonista de la enzima dihidrofolato re-
ductasa. Aunque tuvieron poco uso hasta su evaluación antimicrobiana (25, 26),
para su aplicación industrial se evaluó su actividad antibacteriana (27). La po-
lihexametileno-biguanida (PHMB) es un polímero que mostró tener una eleva-
da actividad antibacteriana (26) y junto con la clorhexidina son los compuestos
más utilizados. El primero, PHMB, es utilizado para usos industriales mientras
que la clorhexidina, poco tóxica para mamíferos, es aplicada para usos sanita-
rios en forma de gluconato, acetato y clorhidrato; su mecanismo de acción se
estudió frente a los fosfolípidos de membrana; y también se emplea en usos in-
dustriales (27, 28), siendo el más frecuentemente utilizado el PHMB.
La Sociedad Alemana de Higiene y Microbiología ha establecido una bate-
ría de ensayos con el requerimiento de que cada biocida debe ensayarse estric-
tamente de acuerdo con el fin propuesto.
Otro de los compuestos químicos más utilizados como biocida, tanto para
la industria alimentaria como en hospitales es el peróxido de hidrógeno al 35
% (v:v) en agua; a concentración muy baja, de 25 mg/L, impide el crecimien-
to de numerosas bacterias. A concentraciones más elevadas destruye las espo-
ras bacterianas e implanta condiciones estériles seguras (29). Por ejemplo, a
una concentración de H2O2 de 30 g/L y pH 6,5 en ensayos con esporas de Ba-
cillus subtilis NCTC10452 a temperatura ambiente en el tiempo de partida 0 y
con 1,9 x 105 esporas viables/mL, transcurridos 60 minutos se reducen a 300;
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a los 180 min. sólo quedan 7,4; y a los 240 min. 0 esporas. Es preciso señalar
que a la concentración, de 30 g/L de H2O2 se necesitan varias horas para al-
canzar condiciones estériles (29). Otros compuestos con propiedades antimi-
crobianas similares son: perborato sódico; carbonato sódico y peroxihidrato;
urea-peróxido de hidrógeno; agua-radiación UV-calor (19, 22, 30-32).
También se utilizan los biocidas como agentes conservantes. En la “sidra”
se prefiere el ácido benzoico porque ejerce un efecto acidificante conservante y
picante, y al formar parte de preparaciones que contienen nitrato, éste inhibe al
C. botulinum. El ácido benzoico es un compuesto natural de arándanos y frutas
similares y se adiciona a muchos alimentos; sus compuestos son más activos a
pH ácidos e ineficaces a pH neutro, siendo más eficaz frente a mohos y leva-
duras que frente a bacterias. El dióxido de azufre es un inhibidor activo frente
al desarrollo microbiano y se adiciona a embutidos, hortalizas deshidratadas y
vino; mantiene además el color de los alimentos que van a procesarse. Las bac-
terias lácticas y las acéticas y muchos mohos son más sensibles al dióxido de
azufre que las levaduras (31). La nisina es un polipéptido producido por bacte-
rias lácticas (Lactobacillus lactis) de naturaleza antibiótica que inhibe el creci-
miento de otras bacterias próximas. No se utiliza en numerosos países porque
mantienen el criterio de que los antibióticos solo deben aplicarse para conser-
var la salud del hombre y de los animales.
9.  APLICACIÓN DE BIOCIDAS
Los objetivos perseguidos con el uso de compuestos biocidas, detergentes
y agentes desinfectantes químicos son la limpieza y la calidad de los productos,
esenciales ambos para conservar una población sana en Salud Pública. La su-
ciedad depende de la composición del alimento, de la naturaleza del proceso al
que ha sido sometido y de los microorganismos detectados. Si se trata de sucie-
dad sin contaminación microbiológica, generalmente se elimina con medios fí-
sicos, o con agua caliente suplementada con detergentes.
Para evitar contaminaciones microbiológicas, la limpieza debe ser rápida o
inmediata después de acabado el procesado alimentario, antes de la desecación,
desnaturalización y fijación a las superficies de los restos alimentarios, como
proteínas, leche, grasas. El sumergido de las piezas pequeñas del equipo en agua
caliente elimina restos alimentarios e impide el crecimiento bacteriano. En otro
caso se usa el raspado y cepillado a 45 ºC. No deben utilizarse abrasivos, cepi-
llos metálicos, ni estropajos de acero porque dañan las superficies y pueden pa-
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sar a los alimentos partículas metálicas, además en los surcos microscópicos que
se originan pueden estancarse restos alimentarios fuente de contaminaciones mi-
crobiológicas. También las erosiones de los metales y tuberías de plástico pro-
vocan retenciones de restos alimentarios y crecimiento bacteriano que debe eli-
minarse (33). Las bacterias se unen a estas zonas superficiales mediante fibrillas
extracelulares y forman biopelículas que son difíciles de eliminar (34). Es im-
portante el acabado y diseño de los aparatos para impedir la permanencia de re-
siduos alimentarios. La aplicación de chorros de agua a gran presión y tempe-
ratura adecuada en caso de alimentos hidrosolubles es muy útil y práctica, lo
mismo que la limpieza a vacío para alimentos secos y restos focales de sucie-
dad, ya que los chorros de aire comprimido diseminan la suciedad por el entor-
no; también es adecuado para residuos persistentes y tenaces (31, 35).
9.1.  Algunos detergentes con acción biocida
Muchos de los detergentes tienen propiedades bactericidas y son emplea-
dos como biocidas. Eliminan además muchos tipos de suciedad y bajo circuns-
tancias distintas, por ello a un detergente ideal se le exigen múltiples propieda-
des que no vamos a mencionar aquí, aunque no se le exige ser bactericida o
biocida, pero puede serlo. Estos compuestos pueden ser degradables por las bac-
terias del efluente, y su arrastre con la limpieza del detergente facilita también
la desinfección posterior.
Entre los detergentes álcalis inorgánicos, la sosa cáustica (hidróxido sódi-
co) es el más fuerte y barato de los compuestos, con propiedades disolventes y
bactericida. Debe tenerse gran cuidado en su manejo por ser corrosivo para al-
gunos metales y en especial para el aluminio, es aplicable en múltiples usos y
deben utilizarse, gafas o anteojos, ropas y guantes especiales y careta o vitrina
en función del objetivo y materiales a limpiar.
Los ácidos inorgánicos y orgánicos aunque tienen propiedades bactericidas,
no son aplicables para dicho uso, pues son todos corrosivos (clorhídrico, sulfú-
rico y nítrico; fosfórico y sulfámico menos fuertes también se aplican esporádi-
camente) se aplican para tratamientos focales para eliminar precipitados en la
industria de la leche y otros depósitos minerales; y además deben utilizarse ca-
retas y ropas protectoras en los casos de aplicación. Los ácidos orgánicos con
acción bacteriostática son más débiles que los inorgánicos y más seguros en su
manejo. Los que se incorporan a las fórmulas de detergentes son: cítrico, glu-
cónico, hidroxiacético y tartárico.
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En la actualidad tienen una amplia aplicación los detergentes para limpie-
za y descontaminación, como los agentes de superficie activa, o surfactantes que
disminuyen la tensión superficial. El jabón de sales potásicas o sódicas de áci-
dos grasos (saponificación) a partir de los ácidos esteárico, palmítico y oleico.
Han sido sustituidos por agentes sintéticos: aniónicos, catiónicos, no iónicos, y
anfotéricos en función de su carga eléctrica activa en disolución. Forman parte
de fórmulas detergentes de limpieza, por ser emulsionantes, que ayudan eficaz-
mente a la acción bactericida o biocida y son fácilmente arrastrados por el agua.
Los agentes catiónicos se emplean como desinfectantes y esterilizantes, con ac-
ción bactericida, que veremos más adelante, mientras que los detergentes anió-
nicos y no iónicos tienen escaso efecto bactericida. El problema de la espuma
se soslaya incorporando antiespumantes en las fórmulas de detergentes apropia-
dos para la limpieza de la industria alimentaria.
Los agentes de superficie activa anfóteros que se utilizan como detergentes
tienen actividad bactericida. Se presentan como aniónicos y catiónicos depen-
diendo del pH. Un ejemplo es la dodecil-diamino-etil-glicina que es un deter-
gente aniónico. Los detergentes anfóteros tienen actividad bactericida.
Los agentes secuestrantes como el agua, que es el disolvente universal, ca-
recen de poder bactericida aunque al facilitar la limpieza favorecen una poste-
rior acción bactericida. Mientras disuelve las sales, el agua pierde su poder di-
solvente, volviéndose más dura, y precipitar las sales de calcio y magnesio que
contiene. Entre los inorgánicos se utilizan diversos polifosfatos en agua (piro-
fosfato, tripolifosfato, tetrafosfato, hexametafosfato). Y entre los orgánicos, lla-
mados también agentes quelantes, se aplican como los anteriores en forma de
sales, el ácido etilén-diamino-tetra-acético, el ácido nitrilo-acético, el ácido glu-
cónico y el heptónico (31).
Las fórmulas que se utilizan en la industria alimentaria como para otros
usos, se presentan en forma de polvo o líquida. Cada superficie exige un trata-
miento adecuado y tal vez específico, pero con una batería de fórmulas o pro-
ductos es suficiente.
El aluminio es muy utilizado en la industria alimentaria y por ello deben em-
plearse agentes no corrosivos; para ello se añade a la fórmulación el metasilicato
sódico con propiedades anticorrosivas. Se aplican diferentes tipos de formulas quí-
micas (36). En todos los agentes secuestrantes y desinfectantes y para su eficacia,
además de sus propiedades intrínsecas ya señaladas, son decisivas la temperatura,
la concentración, las turbulencias y la velocidad del líquido en las tuberías; y por
otra parte extrínseca, la solubilidad de los residuos a limpiar, secuestrar o eliminar.
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9.2.  Biocidas químicos (desinfectantes químicos)
Algunas industrias alimentarias necesitan en ocasiones, para su aparataje,
tuberías y accesorios una limpieza pulcra y estéril absoluta. Sin embargo, en ge-
neral el objetivo consiste en disminuir la presencia de microorganismos de for-
ma que no influyan en la calidad microbiológica de los alimentos en contacto
con las superficies del sistema de procesado industrial. Pueden sobrevivir algu-
nas esporas bacterianas y tal vez formas vegetativas muy resistentes que no in-
fluyen en la calidad microbiológica de los productos, y por ello la palabra cla-
ve es desinfectar, porque el agente desinfectante tiene propiedades bactericidas
y es considerado biocida. Cuanto más limpia esté una superficie de procesado
de alimentos más rápida y eficaz será la posterior actuación del agente quími-
co biocida. Se debe desinfectar inmediatamente antes de proceder a una elabo-
ración de un alimento.
Con anterioridad hemos informado de las características de un biocida ide-
al. Agentes químicos con efecto sobre la salud y ecosistema, por ello no añadi-
mos más características por estar suficientemente tratadas. Sin embargo, vamos
a señalar algunos de los efectos para su aplicación industrial en la industria ali-
mentaria.
Formulaciones que actúan por liberación de cloro. Entre los compuestos más
utilizados en la industria alimentaria se encuentran los que liberan cloro, como
los hipocloritos y sus sales (ácido hipocloroso HOCl; libera OCl- ión bacterici-
da). Menos utilizados son el cloro gaseoso y el fosfato trisódico clorado, las clo-
raminas orgánicas, derivados del ácido isocianúrico y la diclorodimetilhidantoi-
na. Las bacterias Gram positivas y Gram negativas les son sensibles, igual que
las esporas bacterianas. Se aplican a pH alto para prevenir los efectos de la co-
rrosión aunque se pierda actividad biocida. Deben enjuagarse rápidamente para
evitar los efectos corrosivos del cloro en las superficies. Los más usados son el
hipoclorito sódico (NaOCl) con un 10-14% de cloro disponible y el hipoclorito
cálcico, Ca(OCl)2, en polvo con un 30% de cloro disponible. Todos son irritan-
tes de la piel y ojos, y deben manejarse con cuidado, guardarse en recipientes
opacos para resguardarse de la luz, y el pH al que tiene poder germicida óptimo
es 4,5, pero también es máximo su poder corrosivo, por ello se aplican a un pH
de 10 a 11, a baja temperatura y a una concentración de cloro disponible entre
50 y 200 ppm, y tiempos de contacto entre 3 y 30 minutos (31).
El cloro gaseoso tiene ciertos usos en la industria alimentaria, mediante su
aplicación con un aparato clorador con flujo de velocidad constante. El nivel de
cloro residual es de 1 a 5 ppm para la mayoría de los sistemas continuos de clo-
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ración de la fábrica, como nebulizadores de cintas transportadoras y elevadoras;
sin embargo, para la desinfección de la fábrica al terminar la jornada y para tra-
tar el agua de refrigeración de latas se necesitan concentraciones mayores apro-
ximadamente de 10 a 20 ppm. El dióxido de cloro (ClO2) es más práctico y ac-
tivo a pHs entre 3 y 13 y se ha popularizado en los sistemas de reciclado de
agua en las fábricas de procesado de alimentos vegetales. El bromuro sódico
(NaBr) que libera bromo, halógeno volátil, se adiciona a los productos biocidas
químicos para aumentar el poder bactericida. Las cloraminas T, B y diclorami-
na T son más estables que los hipocloritos en presencia de materia orgánica pero
menos irritantes, tóxicos y corrosivos, aún así deben enjuagarse las superficies
tratadas después de su empleo, no obstante, su precio limita su comercialización
y aplicación.
Las sales sódicas de los ácidos dicloro-isocianúrico y tricloro-isocianúrico
se utilizan como bactericidas por tener niveles altos de cloro disponible, se co-
mercializan en forma de polvo, pero como las cloraminas son caros pero man-
tienen un rango de pH bactericida más amplio entre 6 y 10. La dicloro-dimetil-
hidantoina de grado técnico, se utiliza en polvo de pureza del 25% con una
disponibilidad de liberación del 16% de cloro, con gran poder bactericida a pHs
ácidos.
Entre las sales de amonio cuaternario cuyo grupo iónico (NH4)+ en el que
se ha sustituido uno o más átomos por restos alquilo o arilo, y el anión es un
grupo cloruro o bromuro, la parte activa de la molécula es el catión, mientras
que la actividad del anión depende la solubilidad. Los agentes más utilizados
son el bromuro de cetiltrimetil-amonio y el cloruro de laurildimetilbencil-amo-
nio, siendo los más bactericidas los que tienen como radical una cadena alquí-
lica entre 8 y 18 átomos de carbono. Todos son biocidas muy activos frente a
bacterias Gram positivas, menos frente a las Gram negativas, salvo si van acom-
pañados de agentes secuestrantes. Su poder bactericida disminuye a pHs infe-
riores a 5. No son corrosivos, ni irritantes de la piel y ojos y su manejo es se-
guro, salvo a grandes concentraciones. Como surfactantes catiónicos tienen
poder detergente. Debe tenerse bien presente que las mezclas de ciertos produc-
tos puede llevar a la precipitación por incompatibilidades entre moléculas y a
la pérdida de actividad. Habitualmente suelen utilizarse a concentraciones entre
50 y 500 ppm, con temperaturas mayores de 40 ºC y con tiempos de contacto
que varían entre 1 y 30 minutos. Finalmente, las biguanidas son otro tipo de
desinfectantes catiónicos que se emplean a pequeña escala con la ventaja de ser
muy activos frente a bacterias Gram negativas, y de no producir espuma y de
no afectarles las aguas duras (31).
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Los yodóforos son formulaciones que llevan yodo que actúa de biocida o bac-
tericida. En su composición participa un surfactante no iónico, aunque pueden em-
plearse también los aniónicos y los catiónicos. No son corrosivos, ni irritantes, ni
tóxicos y por su color hay que enjuagar bien después de su empleo. Si la concen-
tración de surfactante es grande actúan como detergentes, desinfectantes y bioci-
das; a concentraciones menores de surfactante actúan como bactericida. Son más
estables que los compuestos de amonio cuaternario, aunque se les añade ácido fos-
fórico para rebajar el pH de la disolución, ya que son más activos en el rango de
pH de 3 a 5, en cuyo intervalo el ácido fosfórico actúa como tampón. El yodo,
como el cloro, es también un halógeno, pero frente a las esporas, los hipocloritos
son más activos que los yodóforos. Los materiales plásticos, gomas y otros obje-
tos absorben el color del producto, por ello se debe evitar su contacto con alimen-
tos. Se aplican mucho en la industria láctea por el poder bactericida del yodo, y de
disolvente del ácido fosfórico lo que impide la formación de la piedra de la leche
y de concreciones cálcicas. La industria cervecera aplica también yodóforos a tem-
peraturas de trabajo de 50 ºC y concentraciones de yodo entre 10 y 100 ppm.
Los surfactantes anfóteros tienen escaso poder bactericida o biocida, son prin-
cipalmente detergentes y sin embargo, los derivados de imidazolina son biocidas
relativamente potentes y además detergentes débiles. El ácido etil-beta-oxipropió-
nico-imidazolina, es un anfótero que actúa como aniónico o catiónico en función
del pH de la disolución y es precisamente la forma catiónica la que actúa de po-
tente biocida. Les afecta poco la presencia de materia orgánica y la dureza del agua,
no son corrosivos, ni tóxicos y son estables mucho tiempo. Por su elevado precio
y no muy elevada actividad son poco empleados en la industria alimentaria (31).
Los compuestos fenólicos son potentes biocidas, con amplia acción bacte-
ricida, no se usan en la industria alimentaria por su fuerte olor y su posible trans-
misión a los alimentos.
Detergentes-desinfectantes, conocidos como detergentes antimicrobianos,
son formulaciones estables con diversos componentes compatibles que comple-
mentan la limpieza y desinfección por su potente acción bactericida o biocida.
Las mezclas no son sinérgicas, ya que cada ingrediente por separado tiene ma-
yor actividad. Se emplean cada vez más en la industria alimentaria por su fácil
aplicación y ahorro de tiempo, una sola operación sirve de limpieza y desinfec-
ción. La alternancia en la aplicación de diversas formulaciones tiene la ventaja
de eliminar resistencias y diversos tipos de residuos alimentarios.
Otros métodos que utilizan biocidas. Antes de la aplicación del agente bio-
cida se utilizan agentes de limpieza como: calor (vapor, agua caliente), lim-
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pieza en seco (limpiadoras a vacío), limpieza in situ o sistemas CIP y nebuli-
zadores. Anteriormente se comentaron en el texto otros métodos de limpieza,
entre ellos la utilización de espuma, que se aplica en paredes, suelos, zonas
inaccesibles, vehículos y utillaje en contacto con los alimentos. Se trata de uti-
lizar las propiedades adhesivas de la espuma, mediante un agente bactericida
con otro espumante, compatibles en la fórmula química, aún en superficies
verticales si hay suciedad a la que se adhiere. Después de unos 20 minutos de
actuar la espuma se procede al enjuagado con agua a la que se añade otro
agente bactericida o biocida. Suele aplicarse en las industrias de desecación
de alimentos. En ocasiones se aplican geles en vez de espumantes y en el en-
juague pueden aplicarse los mismos bactericidas que en el caso de los espu-
mantes (37).
10.  PRUEBAS DE LABORATORIO PARA EVALUAR EL EFECTO
BIOCIDA
Mencionamos anteriormente la prueba de Rideal-Walker para evaluar la ac-
tividad biocida de un compuesto, preparado o formulación. Se mide la veloci-
dad de destrucción de las bacterias seleccionadas o de otros microorganismos
en condiciones pre-establecidas, aunque no son obligatorias (31).
1. Prueba de Rideal-Walker. Se utilizó por primera vez en 1903 y hoy aun
se aplica como la describe la British Standard 541 (1934) (38) en la que
el agente bactericida problema se compara con la referencia estándar del
fenol, y la actividad antimicrobiana se expresa en coeficientes de fenol.
La capacidad bactericida de diluciones del desinfectante problema se
compara con la de diluciones específicas de fenol, utilizando como es-
tándar un cultivo de 24 horas de un microorganismo (Salmonella typhi)
con la existencia o ausencia de crecimiento microbiano. Para la indus-
tria alimentaria es efectiva la prueba si se aplica el abanico de microor-
ganismos encontrados en las líneas de procesado (39).
2. Prueba de Chick-Martin empleada por primera vez en 1908, está reco-
gida en la British Standard 808, 1938 (40), se diferencia de la de Rie-
del-Walker porque se le añade como materia orgánica una suspensión de
levadura estéril, para dar una concentración final de suciedad o residuo
orgánico en la mezcla de 2,5%. Otra diferencia es que el tiempo de con-
tacto es solo de 30 minutos y para su desarrollo o realización consultar
citas señaladas y (31).
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3. Prueba de Kelsey-Sykes. Las pruebas anteriores utilizan el coeficiente del
fenol, y se basan en comparar el efecto del fenol con el compuesto des-
infectante bactericida problema sobre el crecimiento de S. typhi. Para que
la prueba sea rigurosa y fiable, es necesario un mayor rango de microor-
ganismos. Kelsey y Sykes (1969) mejoraron estas pruebas del fenol (41),
para evaluar desinfectantes frente a cuatro microorganismos: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulga-
ris y pueden introducirse en la técnica otros microorganismos, levaduras
y mohos, para averiguar cual de ellos es el más resistente al nuevo pre-
parado o desinfectante. Para su realización consultar (41, 42). A pesar de
las críticas ha sido adoptada por numerosos organismos oficiales en todo
el mundo, cualquiera sea el tipo de biocida y su empleo (39).
4. Prueba de suspensión europea. Los estados europeos aplican diferentes
pruebas para evaluar biocidas que se han intentado unificar y armonizar
y se aprobó la “prueba de suspensión europea” (EST) del Consejo de
Europa, 1987 (43). Esta prueba establece la actividad de los desinfectan-
tes y biocidas a la concentración mínima recomendada por el fabrican-
te frente a cinco microorganismos experimentales: Staphylococcus au-
reus, Streptococcus faecium, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis
y Saccharomyces cerevisiae. Como suciedad se utiliza tierra orgánica a
dos concentraciones; una a 0,03% que representa las condiciones lim-
pias y otra al 1% a condiciones sucias; se adiciona albúmina bovina y
se realiza a 20 ºC, utlilizando un recuento final de 108 bacterias/mL (107
para la levadura Saccharomyces cerevisiae), después de 2 minutos de
contacto se adiciona a una de las suspensiones el desinfectante bacteri-
cida o biocida, y a la otra agua estandarizada que hace de control y se
sigue la técnica según prescripción del Consejo de Europa, 1987. Debe
realizarse en dos días distintos.
5. Prueba de superficie. Se emplean superficies de acero inoxidable o de vi-
drio, en las que se coloca una fina película de microorganismos con o sin
materia orgánica, desecada al aire, sobre la que actúa el biocida o desin-
fectante. Este método se aplica en algunas industrias alimentarias (44).
11.  APLICACIÓN DEL BIOCIDA IDEAL
Es muy importante para un buen control de limpieza identificar el posible
tipo de microorganismo detectado, para aplicar así el biocida específico. Para
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un control rápido, práctico y eficaz se dispone de: a) control visual; b) prueba
de bioluminiscencia del ATP; y c) el control microbiológico.
11.1.  Inspección visual
Es un método simple pero incierto ya que no establece el grado de limpie-
za microbiológica alcanzado. Las inspecciones se realizarán durante o inmedia-
tamente después de terminada la limpieza y se realizarán aleatoriamente; depen-
de mucho de la meticulosidad del inspector, cuya experiencia le permite detectar
las señales de una limpieza ineficaz, aunque no ocurra así en todos los casos
(por ejemplo, a veces, no se aprecian a simple vista los restos alimentarios si
en una superficie limpia hay una fina capa de agua cubriéndola). Las superfi-
cies se observan mejor si se iluminan con una potente fuente luminosa. Se lle-
vará un libro registro donde se anotarán los materiales de limpieza usados, las
diluciones, sus mezclas y los tiempos de aplicación. Lo conservará la Empresa
con los informes sucesivos del inspector (45).
11.2.  Prueba de luminiscencia del ATP y los cultivos microbiológicos
Solo comentaremos de pasada la prueba de bioluminiscencia, pues los
cultivos microbiológicos se estudian en otro capítulo. Además de detectar el
material microbiano detecta los residuos alimentarios. Las moléculas de ATP
(adenosintrifosfato) se hallan en todas las células vivas procarióticas y euca -
rióticas; y el ATP se detecta rápidamente por la emisión de luz, al combinar-
se con la enzima luciferasa y se mide en el luminómetro (46, 47). El límite
de detección es de 1 picogramo de ATP, lo que equivale aproximadamente a
1.000 células bacterianas y la técnica se realiza en pocos minutos y permite
tomar medidas correctoras de inmediato. La estimación se refiere al número
total, que es la guía más sensible del estado de limpieza. Como los microor-
ganismos se distribuyen irregularmente por las superficies de los equipos, se
muestrea un área tan extensa como sea posible y principalmente los puntos
más inaccesibles (como los drenajes), con una torunda de algodón estéril y
se lava bien con un volumen conocido de diluyente o se usa el método de
contacto con agar. Se trata de un método lento porque hasta transcurridas 48
horas no se dispone de los resultados. Por ello el método de bioluminiscen-
cia del ATP tiene mayor aplicación y merecido prestigio en la industria ali-
mentaria.
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Para aplicar el biocida ideal podemos servirnos también del análisis de los
propios alimentos procesados que antes contactan con las superficies limpias,
por ser los primeros que se cargan con las bacterias residuales, enjuagado y cuya
identificación nos facilitará tomar medidas en los próximos sistemas de lavado,
de acuerdo con arrastre y decidir el biocida ideal a aplicar, el tipo de proceso y
naturaleza del alimento. Si se trata de alimentos líquidos se toman muestras a
tiempos regulares de tiempo desde el inicio del procesado.
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